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Verfahren und Vorrichtung zur 
zellspurbasierten Zelluntersuchung 

ZUSAMMENFAS SUNG 



Zur zellspurbasierten Untersuchung biologischer Zellen, bei 
dem die Zellen (16) auf ein zumindest teilweise strukturiertes 

nd/oder oberf lachenmodif iziertes Substrat (11) aufgebracht 
werden und sich adharent uber Bahn-Ober f lachenbereiche (13, 
15) des Substrats uhter Erzeugung von Zellspuren (14a, 14b) 
bewegen, die aus vcn den Zellen abgetrennten Materialruckstan- 
den bestehen, werden Zelluntersuchungen an den Zellspuren 
durchgef uhrt . 



(Fig. 1) 
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PATENTANS PRUCHE 



Z.ll„ be, dem dle Zellen (16< 76aj 76fc) 2umindest . 
Subset ai , 31 , „. S1 , 61 , 71) aufgebracht „ erden ™ , 

;r\:r;;;;7 berfiachenb?reiche ^ »- »• 

»n n 1 ' Sub.tr.t* unter Erzeugung von 2ellspu . 

an den Zellspuren durchgef uhrt werden. 



2 . 



die l" 1 "^ 9emaB fl " SprUch I- b.1 den, 2ur Zelluntersucnung 
d,e „ enge , dia Geonetrie/ die ^^^^ ^ 

Man V " f " hren 2 ' b.i de m zur Erfassung der 

«e„ge u„d Gecnetrie der Zellspuren Filamente 9 ^ 

branflecken (14b) erfalit werden. 

4. Verfahran ge ma0 Anspruch 2 , bel d- Erfas 

~ S e t2 u„ g der zeilspuren dlese einer J 2i k z ; 

::::::: Du ~ hf — ™— — e r v . rf . hr :„ ^j;:; 

Verfahren riu or es Z e„ zra essu n ge„, Messungen a u f der Basis von 
I-to P e„ m ar ki erungen o d er Elementanalysen u m fassen 



6 . Verfahren A-prucn 2, bei de* zur Erfassun, , der Zu 

SUB .n..t,un, der Zellspuren diese eine, enzy^schen Abbau 

uilterzogen werden. 

7 Verfahren gercaB Anspruch 2, bei dem die Zellspuren mit 
L hochauflesenden „i k ro S *opverf ahren untersucht „erden. 

^ 0 Hf»i dem zytoplasmatische 
a Verfahren gemafi Anspruch 2, bei aem f 

Lc^Lde Oder - ZellSPU " n 

erfalit werden. 

,-v, -? hPi dem die Stabilitat der 

9 verfahren gemafi Anspruch 2, bei aem a 

_ • v, on ^lektrischen, akustischen, opti 

Zellspuren bei mechanischen, elektnsc ' 
schen und/oder chemischen Behandlungen erfafit wird. 

10 Verfahren gemafi Anspruch 2, bei dem zur Erfassung der 
elektrischen Parameter der Zellspuren deren Impe- 

passiven elektnscnen Verhalten und/oder 

danz, Durchschlagfestigkeit, mchtlineares Ve 
Erwarmung bei Stromdurchf lufi erfafit werden. 

H Verfahren gemafi Anspruch 2, bei dem zur Erfassung mecha 

7- nslaft-n der Zellspuren deren Elastizitat oder 
nischer Eigenschaxuen aec 

Plastizitat erfafit werden. 

-inem der vorhergehenden Anspruche, bei 
L '"rv.~i.lf.chun, von Bestandteilen der Zellspuren zur 
Erzeugung von Ref erenzmaterial durchgefuhrt wxrd. 

n*m-e. -inem der vorhergehenden Anspruche, bei 

m 15 17 35, 45, 55, 57, 77a, 77b) erzeugt werden, di 
I^ndelt tlilwlise zur verst.rkten Anhaftung der Zellen 
mikrostrukturiert und/oder modifiziert sind. 



14. Verfahren gemaii einem der vorhergehenden Anspruche, bei 
dem die Zellen nach der Erzeugung der Zellspuren einer medi- 
zi'nischen oder mefi technischen Verwendung, einer Kryokonser- 
vierung oder einer weiteren Kultivierung unterzogen werden. 

15. Verfahren gemafi einem der vorhergehenden Anspruche, bei 
dem auf einer Vielzahl paralleler Bahnen eine Vielzahl von 
Zellspuren erzeugt und untersucht werden . 

16. Verfahren geraafi einem der vorhergehenden Anspruche, bei 
dem auf sich kreuzenden Bahnen Zellspuren erzeugt und an 
Kreuzungsbereichen der sich kreuzenden Bahnen die gegenseiti- 
gen Wechselwir kungen der beteiligten Zellen und/oder Zellspu- 
ren untersucht werden. 

17. Vorrichtung zur zellspurbasierten Untersuchung biologi- 
scher Zellen (16, 76a, 76b) mit einem Substrat (11, 31, 41, 
51, 61, 71) mit Oberf lachenbereichen (12, 52, 72), an denen 
die Zellen schlechter adharieren als auf Bahn-Oberf lachen- 
bereichen (13, 15, 17, 35, 45, 55, 57, 77a, 77b), in denen 
die Zellen gut anhaften und sich adharent bewegen konnen, wo- 
bei die Bahn-Oberf lachenbereiche zur Anhaftung von Zellspuren 
(14a, 14b, 34, 44) eingerichtet sind, die aus von den Zellen 
abgetrennten Material rue kstanden bes tehen . 

18. Vorrichtung gemaii Anspruch 17, bei der das Substrat in 
den Oberf lachenbereichen (12, 52, 72) und/oder den Bahn- 
Oberf lachenbereichen (13, 15, 17, 35, 45, 55, 57, 77a, 77b) 
strukturell und/oder chemisch modifiziert ist, urn die Anhaf- 
tung von Zellspuren zu unterbinden bzw. zu fordern. 

19. Vorrichtung gemafl Anspruch 17, bei der das Substrat Teil 
eines Mikrosystems ist, auf dem die Oberf lachenbereiche und 
die Bahn-Oberf lachenbereiche ausgebildet sind, wobei die 
Bahn-Oberf lachenbereiche mindestens eine gerade Bahn bilden. 
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20. Vorrichtung gemaii einem der Anspruche 17 bis 19, bei dem 
das Substrat aus Glas, Silizium oder einem Kunststoff be- 

s teht . 

21. Vorrichtung gemafi einem der Anspruche 17 bis 20, bei der 
eine Vielzahl von Bahn-Oberf lachenbereichen in Form einer 
Gruppe paralleler Bahnen (57) oder sich kreuzender Bahnen 
(77a, 77b) gebildet sind. 

22. Vorrichtung gemaii einem der Anspruche 17 bis 21, bei dem 
das Substrat zweiteiiig ist, wobei die Bahn-Oberf lachen- 
bereiche auf einem der Substratteile angeordnet sind. . 



23. Verwendung von Materialriickstanden, die von biologischen 
Zellen auf Substraten gebildet sind, zur Untersuchung von Ei- 
genschaften der Zellen fur medizinische / biochemische 
und/oder pharmakologische Zwecke. 
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Verfahren und Vorrichtunq zur 
zellspurbasierten Zelluntersuchunq 



Die Erfindung betrifft Verfahren und Vorrichtungen zur Zell- 
untersuchung, insbesondere Zellassays Oder Zell-Testanord- 
nungen, deren Herstellung und Verfahren zu deren Verwendung. 



In der Pharmakologie, Toxikologie und medizinischen Diagnostik 
ehmen zellbasierte Assays (Reaktionsansatze, Prufansatze 

dgl.) eine Schlusselstellung ein. Gesucht werden rasch hand- 
habbare und hochspezif ische Untersuchungs- und Nachweisverf ah- 
ren fur biologische Zellen an sich Oder fur deren Wechselwir- 
kungen mit anderen Zellen oder mit natlirlichen oder syntheti- 
schen Fremdsubstanzen. Dariiber hinaus ware es wunschenswert, 
wenn die zum Nachweis einer Substanz, eines Zelltyps, einer Me- 
dikamentwirkung etc. benutzten Zellen wiederverwendbar (d.h. 
weiter kultivierbar ) waren. Im medizinischen Bereich bedeutet 
das z.B. eine Ruckfuhrung in den Organismus des Spenders 
(z. B. eines Patienten) oder eines anderen menschlichen Empfan- 
ers. Fur derartige Prozeduren werden jedoch neben der Sterili- 
at sehr hohe Anf orderungen daran gestellt, da!5 sich die Zel- 
leigenschaf ten durch die Untersuchungen oder Analyse nicht ver- 
andern. So ist eine Markierung (z.B. fur die Fluoreszenzerzeu- 
gung) , wie sie bei der Immunof luorochromierung verwendet wird, 
ausgeschlossen, da die Folgereaktionen derart kontaminierter 
Zellen bei einer nachf olgenden Kultivierung oder im Empfan- 
gerorganismus nur schwer abschatzbar sind. 



Es besteht ferner ein Interesse daran, Zelluntersuchungen spe- 
zifisch an Einzelzellen durchzuf uhren . Fur ein statistisch ab- 
gesichertes Untersuchungsergebnis muii eine genugend hohe Zahl 
von Einzelzellen untersucht werden. Daraus ergibt sich ein Be- 
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,darf an bisher nicht verfugbaren Paralleluntersuchungen an ei- 
-ner Vielzahl von Einzelzellen unter moglichst gleichartigen Be- 
dincfungen. 

Die Aufgabe der Erfindung besteht darin, extrem belastungsarme, 
auch fur den medizinischen Bereich einsetzbare Verfahren und 
Vorrichtungen zur Zeliuntersuchung zu entwickeln, die mit mog- 
lichst vielen bereits erprobten hochspezif ischen Nachweistech- 
niken, wie z.B. Immunof luorochromierung von Proteinen, Nukleo- 
tiden und Lipiden, ais auch zerstorenden Verfahren wie z.B. 
Rontgen- oder Elektronenstrahlmikroanalyse kombiniert werden 
onnen und die paralieie Untersuchung einer Vielzahl von Ein- 
lzellen erlauben. 

Diese Aufgabe wird durch Verfahren und Vorrichtungen mit den 
Merkmalen gemafi den ?~ tentanspriichen 1 bzw. 17 gelost. Vorteil- 
hafte Ausf iihrungsf ornien und Verwendungen der Erfindung ergeben 
sich aus den abhangigen Anspruchen. 

Die Grundidee der Erfindung besteht insbesondere darin, zur Un- 
tersuchung von biolcgischen Zellen oder deren Wechselwirkungen 
mit anderen Zellen oder Substanzen zunachst auf einer Sub- 
stratoberf lache Zeiispureh der zu untersuchenden Zellen zu er- 
ugen und dann diese Zellspuren der gewunschten Analyse oder 
ntersuchung zu unterziehen. Die Erzeugung von Zellspuren durch 
adharent auf Oberflachen wachsende oder sich bewegende Zellen 
ist an sich bekannt und wird beispielsweise von E. D. Hay et 
al . in "Exp. Biol. Med.", Bd. 10, 1985, S. 174 ff., beschrie- 
ben. Die Strukturen und Eigenschaf ten von Zellspuren werden un- 
ten unter Bezug auf die Figuren 2 und 3 erlautert. Die Erzeu- 
gung der Zellspuren erfolgt vorzugsweise unter Verwendung von 
Subs tratober f lachen, die zumindest teilweise in geeigneter Wei- 
se mikros trukturiert unc/oder modifiziert sind. Die Mikrostruk- 
turierung der Subs tra-oberf lache ist insbesondere dazu vorgese- 
hen, die Zellspurerzeugung in bestimmten Subs tratbereichen, 




•z.B. entlang bestimmter Pfade, zu fordern unci in anderen Sub- 
'stratbereichen zu behindern oder auszuschliefien . Die Oberfla- 
chenmodif izierung ftihrt ferner dazu, dafl nicht nur die auf na- 
turliche Weise auf dem Substrat zurlickbleibenden Materialspuren 
untersucht werden konnen, sondern auch ktinstlich abgetrennte 
Materialruckstande (Erzielung groBerer Spurmengen) . Hierzu um- 
faJ3t die Subs tratmodif izierung insbesondere die Aufbringung von 
Molektilen, die Bindungsstellen anbieten, an denen spezifisch 
ein vorbestinuntes, gesuchtes Zelloberf lachenmolekiil ankoppeln 
kann . * 

* e erf indungsgemafi eingesetzten Untersuchungsmethoden umfassen 
le an sich zur Zeliuntersuchung und Zelibehandlung bekannten 
Techniken, wobei sowohl zerstorungsf reie als auch zerstorende 
Techniken oder gegebenenf alls biochemische Verstarkungstechni- 
ken (z.B. PCR-Prozeli) eingesetzt werden konnen. 

Die erf indungsgemafi verwendeten Substratober f lachen konnen aus 
synthetischem, anorganischem oder organischem Material bestehen 
oder auch durch biologisches Material gebildet werden. 

Die Erfindung besitzt die folgenden Vorteile. Es wird erstmalig 
in einzelzellspezif isches Verfahren zur Zeliuntersuchung ange- 
ben, bei dem die untersuchte Zelle durch den Untersuchungs- 
vorgang unbeeinf luiit und unverandert bleibt . Dies erlaubt eine 
erhebliche Erweiterung der Anwendung von Einzelzelluntersuchun- 
gen in der Pharmakologie, Toxikologie , medizinischen Diagnostik 
und Biochemie. Die Zeliuntersuchung kann hochgradig parallel an 
einer Vielzahl von Zellen durch gleichzeitige Erzeugung vieler 
Spuren auf einem Substrat durchgefiihrt werden. Da durch die Mi- 
krostrukturierung der Oberflachen eine Zuordnung einer Zellspur 
zu einer untersuchten Zelle ( Spender zelle ) moglich ist, bleibt 
die hochparallele Einzelzelluntersuchung ebenfalls zellspezi- 
f isch . Die Mikros trukturierung der Subs tratoberf lache kann vor- 
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zugsweise nach Techniken erfolgen, wie sie an sich aus der 
Halbleiterprozessierung bekannt sind. 

Erf indungsgemaii werden die Zellen aufier durch die Spurenerzeu- 
gung durch keinerlei Farbungs- oder Markierungstechniken bela- 
stet. Sie sind damit nicht kontaminiert oder verandert und kon- 
nen einer medizinischen Verwendung bzw. einer Kryokonservierung 
oder einer weiteren Kultivierung unterworfen werden, Statt wie 
bisher in Zellen werden die Zellruckstande einer spezifischen 
Markierung oder Bewertung unterworfen. Diese kann durchaus auch 
zerstorend sein (z.E. schrittweiser enzymatischer Abbau) oder 
ber Immunof luorochrcmierung in toxischen Konzentrationsberei- 
en erfolgen. 



Weitere Ausf uhrungsbeispiele und Vorteile der Erfindung werden 
im folgenderi unter Eezug auf die beigefugten Zeichnungen be- 
schrieben . Es zeigen 

Fig. 1 den prinzipiellen Aufbau eines erf indungsgemalien zell- 
spurbasierten Systems (Ausschnitt) , 



Fig. 



Fig, 



eine schematische Illustration der Grundstrukturen 
von Zellspuren in Form von Filamenten (A) und Membran- 
flecken (B) , 

eine Illustration der Wirkungsweise eines modif izierten 
Substrats , 



Fig. 4 eine Illustration zur erf indungsgemaiien Fluoreszenzun- 
tersuchung vcn Zellspuren, 



Fig. 5 



ein Ausf uhrungsbeispiel der Erfindung, bei dem das in 
Fig. 1 illustrierte Grundprinzip mit einer Vielzahl 
paralleler Bahnen realisiert ist, 
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Fig- 6 ein weiteres Ausf uhrungsbeispiel der Erfindung mit ei- 
ner Vielzahl paralleler Zellbahnen, und 

Fig. 7 ein weiteres Ausf uhrungsbeispiel der Erfindung mit 
sich kreuzenden Zellbahnen. 

In Fig. 1 ist der prinzipielle Aufbau eines erf indungsgemafien 
zellspurenbasierten Systems dargestellt. Ein Substrat 11 ist in 
seiner Oberflache im ]im- und mm-Bereich wie folgt strukturiert 
bzw. in seinen Oberf lacheneigenschaf ten verandert. 

Durch Bereiche 12 der Oberflache, an denen Zellen nur schlecht 

dharieren konnen, und Bereiche 13, 15, 17 (Bahn-Oberf lachen- 
bereiche) , wo Zellen gut anhaften konnen, wird eine Vorzugsbahn 
gebildet, auf der sich eine Zelle 16 aktiv bewegen kann . Das 
Feld 15 im Bahn-Oberf lachenbereich ist so . modif iziert worden 
(chemisch, mechanisch etc.), dafl hier die Zellen Telle ihrer 
Membran und inneren Bestandteile 14a, 14b verlieren, die am 
Substrat anhaften. Im gezeigten Beispiel sind es Filamente 14a 
und Membranf lecken (oder Membranpatches ) 14b, die unten unter 
Bezug auf die Fig. 2A und 2B im einzelnen erlautert werden. Die 
Zelle bewegt sich weiter in Richtung des Pfeiles 18. Die Zell- 
spur kann nunmehr zerstorungsf rei oder zerstorend analysiert 

erden. Das zuriickgelassene Material charakterisiert die Spen- 
derzelle hinsichtlich der Membranzusammenset zung (Rezeptoren, 
Carrier, Lipide usw.), aber auch hinsichtlich innerer Bestand- 
teile des Zytoplasmas, woraus sich medizinische , toxikologi- 
sche, pharmakologische und andere Anwendungen ableiten lassen. 
Auf einer Bahn kann sich entweder eine oder mehrere Zellen be- 
wegen und Spuren erzeugen. 

Das Substrat 11 besteht beispielsweise aus Glas, Glimmer, anor- 
ganischem Kris tallmaterial oder Halbleitermaterial . Die Sub- 
stratoberf lache ist einerseits zur Ausbildung der Vorzugsbahn 
strukturiert bzw. modifiziert, auf der sich die Zelle bevorzugt 




b'ewegt und Zellspuren hinterlaflt. Die Ober f lachenbereiche 12 , 
an denen Zellen nur schlecht adharieren konnen, tragen bei- 
spielsweise eine Beschichtung mit negativ geladenen Molekulen, 
vorzugsweise aus Polymeren mit moglichst vielen OH~-Gruppen, wie 
z. B. Poly-HEMA. Beispiele fur die Beeinf lussung der Bereiche 
13, 15, 17, in denen die Zellen gut anhaften konnen, werden un- 
ten gegeben. Andererseits umfallt die Mikrostrukturierung 
und/oder Modif izierung der Substratober f lache eine ortlich se- 
lektive Beeinf lussung der Vorzugsbahn zwischen den Bereichen 12 
der Substratoberf lache . Die Segmentierung der Vorzugsbahn z.B. 
in die Bereiche 13, 15 und 17 ist dazu vorgesehen, dafi je nach 
der Gestaltung des jeweiligen Bereiches die Zellspuren beson- 

rs zahlreich oder bescnders gering oder in Bezug auf eine be- 
stimmte Zusammensetzunc zuriickgelassen werden. Dies wird auch 
aus den unten erlauterten Beispielen ersichtlich. 

Die Mikrostrukturierung bzw. Modif izierung der Vorzugsbahn um- 
faiit bei spiels we ise : 

1. Aufbringen von den — olekularen Zellkontakt erhohenden 
Schichten (z.B. Fibronektin, Polylysin, Alginate 
etc.). Die Schichtdicke kann anwendungsabhangig von der Dik- 
ke einer Molekullage bis hin in den ym-Bereich gewahlt wer- 
den. Die Molekiilmcnclagen werden vorzugsweise mit der Lang- 
muir-Blodget-Technik aufgebracht. Generell sind zur Schicht- 
aufbringung auch Dickschichttechniken und/oder Plasmabehand- 
lungen einsetzbar. 

2. Nano- bzw. Mikrostrukturisierung von Oberflachen, d.h. Auf- 
bringen von Mustern in nm- bzw. jam-Dimensionen, an denen 
Membranteile, insbesondere aber natiirliche Kontaktmolekule 
der Zelle, wie die der Integrin- und Catherinf amilie anhaf- 
ten konnen (z.B. Strukturierung uber die Photo- oder 
Elektronenstrahl-Lizhographie . 



3'- Submikrometer und atomare Aufrauhung oder Reliefbildung auf 
Oberflachen (kleinste Widerhaken etc. ) . 

Die Substratbeschickung (Aufbringung der Zellen) erfolgt bei- 
pielsweise durch Aufspulen aus einer Suspension, beispielsweise 
durch einen Kanal des Mikrosystems , mit einem Manipulator (Ka- 
pillare, separates Mikrosystem oder optische Pinzette) oder 
auch durch aktives Aufwachsen. 

Bei der Wanderung der Zellen liber Substratoberf lachen (z.B. 
liber eine saubere Glasoberf lache ) hinterlassen die Zellen unter 
hysiologischen Bedingungen filamentose oder f leckenartige Spu- 
n, die im folgenden als Filament bzw. Membranfleck bezeichnet 
nd unter Bezug auf die Fig. 2A bzw. 2B erlautert werden. Die 
Spuren sind in der Regel Strukturen, die membranumhullt und mit 
Zellinhalten gefullt sind. Typische Groften dieser Strukturen 
liegen in Bezug auf die Breite und Hohe im pm- und Sub-^m- 
Bereich. Wahrend die Lange eines Membranf leeks in der Regel im 
wesentlichen seiner Breite entspricht, 1st die Lange eines 
Filaments variabel. Die Filamentlange kann bis zu einige Milli- 
meter betragen. Die interessierenden Bestandteile der Zellen, 
die auch in den Zellspuren auffindbar sind, sind Membranprotei- 
ne 210, Oberf lachenproteine und -rezeptoren 211, 212, Zyto- 
lasmabestandteile 213, 214 und die Lipide 215 in der Membran 
s. Fig. 2A) . Bei den Membranf lecken treten neben diesen Be- 
standteilen, die in Fig. 2B z.B. die Membranproteine 220 und 
die Lipidzusammensetzung 225 umfassen, ferner Vesikeln 221, Or- 
ganellen 222 und genetisches Material 223 auf. Aulierdem ist 
auch Zytoplasma 224 vorhanden. Im Rahmen der vorliegenden Er- 
findung wurde erstmalig f es tgestellt , dafi die Zellspuren analy- 
sefahiges Material, das u.a. die genannten Bestandteile umfaJit, 
in ausreichender Menge enthalten. Dies bedeutet, daft die an 
sich bekannten Analyse- oder Untersuchungsverf ahren vorteilhaf- 
terweise ohne gesonderte Anreicherungsschritte implementiert 
werden kbnnen. 



Die Oberf lachenproteine unci -rezeptoren 211, 212 umfassen 
beispielsweise ein Spurenprotein 211 in der Membran und einen 
angekoppelten Rezeptor 212 mit einer chromophoren Gruppe . Vom 
Rezeptor 212 wird bei geeigneter Lichtanregung Fluoreszenzlicht 
ausgestrahlt, das das Vorhandensein des Spurenproteins 211 an- 
zeigt. Da die Rezeptcrankopplung proteinspezif isch erfolgt, 
kann mit dem Fluoreszenzlicht der in der Spur vorhandene 
Proteinkomplex nachgewiesen werden . 



In analoger Weise lassen sich auch andere Nachweistechniken im- 
lementieren, wie sie beispielsweise bei den ELISA- und RIAS- 
ssays vorgesehen sind. 



Erf indungsgemaft erfolgt somit an den Zellspuren der spezifische 
Nachweis bestiramter Bestandteile der Spender zelle . Die Bestand- 
teile konnen auf der Oberf lache oder im Inneren der Zellspuren 
angeordnet sein, Im letzteren Fall ist vorgesehen, die Membran 
der Zellspur mit geeigneten Losungsmitteln aufzulosen oder me- 
chanisch oder elektrisch zu permeieren. Die zerstorende Messung 
an den Zellspuren chr.e Veranderung der Spenderzelle zur Erfas- 
sung von molekularen oder mikroskopischen Bestandteilen in den 
Zellspuren stellt einen besonderen Vorteile der Erfindung dar. 

Die zellspurbasierter. Analysen sind in besonderer Weise zur 
Kombination mit hochempf indlichen Mefitechniken geeignet - Diese 
umfassen beispielsweise die Fluoreszenz-Korrelationsanalyse zum 
Einzelmolekulnachweis und zur Bestimmung von Bindungskonstan- 
ten, die Massenspektrometrie zur Elementaranalyse und die kon- 
fokale Laserscanningnikroskopie . Genetisches Material in den 
Spuren kann z.B. iiber einen PCR-Prozefi amplifiziert werden, wo- 
durch eine neuartige, die Spenderzelle in ihren physiologischen 
Zellen nicht beeinf iussende Technik einer genetischen Analyse 
gegeben ist. 



Fur einzelzellbasierte Assays und Nachweisverf ahren konnen auch 
die folgenden Prozeduren angewendet werden. 

1. Die Menge der Zellriicks tande wird als quanti tatives Mali 
fur die Starke des Anhaftens der Spenderzelle an der Sub- 
stratoberf lache und somit fur die Menge bestimmter Bin- 
dungskomplexe in deren Membran erfaflt. 

2. Die Spurenstruktur wird als Mali erfaflt, z.B. die Verhalt- 
nisse des Anteils an Filamenten zum Anteil an Verzweigungen, 
zum Anteil an Patches usw. (Vergleich von Zellspurgrundele- 
menten in ihrer Quantitat) . ■ 

. Die Materialzusammensetzung der Spuren wird als Mali erfaflt, 
z.B. Lipid/Proteinanteil, spezifisches Auftreten bestimmter 
Rezeptoren (u.a. der Immunglobulinf amilien) , spezifisches 
Auftreten von Lipiden, Nukleotiden etc. 

4. Charakterisierung zytoplasmatischer Ruckstande, insbesondere 
genetischen Materials in den Ruckstanden der Zellen. 

5. Vergleich von Anderungen in einem der Punkte 1 bis 4 nach 
Behandlung der spurerzeugenden Zelle (z.B. mit Pharmaka, 
toxischen Substanzen etc.). 

6. Die Stabilitat der Spur gegen mechanische, elektrische, 
akustische, optische oder chemische Behandlungen wird als 
Mafl erfaflt. 

7. Die Elementzusammensetzung der Spuren oder Teile derselben 
(z.B. Na, K, P...) werden als Mafl erfaflt. 

8. Passive elektrische Parameter der Zellrucks tande , wie 
Impedanz, Durchschlagsf estigkeit , nicht linear es Verhalten 



oder Erwarmung werden als Mali erfalit. 

9. Optische Parameter der Spuren werden als Mali erfalit, wie Ab- 
sorption, Transmission, nichtlineare Eigenschaf ten etc. 

10. Mechanische Eigenschaf ten der Spuren, wie Elastizitat, 
Plastizitat usw. werden als Mali erfalit. 

11. Die Veranderung einer Zellspur durch eine nachfolgende 
Zelle der gleicher. oder einer anderen Art wird als Mali 
erfaJit. 

. Die Spurcharakterisierung" erfolgt nach einer Fixierung bzw 
Kontrastierung, z.B. mittels hochauf losender Mikroskopver- 
fahren (Rasterelektronenmikroskopie, AFM, SNOM etc.). 

.13. Ein Negativ oder anderes Duplikat oder eine Vervielf achung 
von Spurenteilen -.vie bei der PCR-Technik wird als Mali fur 
den Vergleich ber.utzt. 



14. Die Adhasion ands 
dender Beads ode: 



gleich erfalit 



ie hier genannten M= 
zif ischer Grolien erf = 
eine Charakterisieru: 
Malie mit den entspre< 
Charakterisierung de; 
verwendet werden. 



:er Materialien, wie hochspezif isch bin- 
nm-Teilchen werden als Mali fiir den Ver- 



ie werden als fur die Spenderzellen spe- 
Lt f die bei gegebenen Vergleichswerten 
; der Spenderzelle oder bei Vergleich der 
lenden Ergebnissen bei anderen Zellen zur 
ur.-erschiedlichen Verhaltens der Zellen 



I'm folgenden werden unter Bezug auf die Fig. 3 bis 7 Ausflih- 
rungsformen er f indungsgemalier Vorrichtungen erlautert . Dabei 
wird auf Einzelhei ter. der erf indungsgemali eingesetzten Sub- 



stratoberf lachen eingegangen . Nicht dargestellt ^sind Einzelhei- 
ten einer Gesamtapparatur zur Zellspuruntersuchung, da diese in 
Bezug auf die Handhabung von Assays bzw. von mit Proben be- 
schickten Substraten und die Anpassung an die jeweils gewunsch- 
ten Untersuchungsmethoden an sich bekannt sind. 

Die Fign. 3 und 4 sind schematische Schni ttansichten von Sub- 
straten 31, 41, die jeweils mit einer Modif izierungsschicht 32 
bzw. 42 im Bahn-Ober f lachenbereich 35 bzw. 45 zur bevorzugten 
Anhaftung von Zellen und Hinteriassung von Zellspuren 34 bzw. 
44 ausgestattet sind. Die Modif izierungsschicht 32. (bzw. 42) 
ietet Bindungsstellen an, an denen spezifisch ein vorbestimm- 
s, gesuchtes Zelloberf lachenmolekul 33 (bzw. 43) ankoppeln 
kann. Eine Zelle, die derartige Molekule in ausreichender Zahl 
besitzt, wird dementsprechend fester gebunden sein und mehr 
Spurenmaterial 34 (bzw. 44) bei ihrer Wanderung uber das Sub- 
strat zurlicklassen als andere Zelltypen. Die Erfassung der Men- 
ge des zuruckgelassenen Materials (z.B. mit optischen Mitteln) 
liefert eine Aussage uber den Gehalt des vorbestimmten 
Zelloberf lachenmolekiils an der untersuchten Zelle . Die Zelle 
selbst wird durch die Messung nicht belastet. 

Falls die Menge des Zellspurmaterials zu gering fur eine siche- 
e direkte Auswertung ist, so kann die Zellspurvermessung gemafl 
ig. 4 modif iziert sein. Nach der Erzeugung der Zellspuren 44 
werden diese mit der Losung eines Fluoreszenzmarkers behandelt, 
der als Markermolekul 46 z.B. in die Lipidteile der Zellspur 44 
unspezifisch eingebaut wird. Bei geeigneter Lichtanregung und 
Fluoreszenzmessung kann aus der Intensitat des Fluoreszenz- 
lichts auf die Zahl der Mar kermolekule 4 6 und damit auf die 
quantitative Menge des Zellspurmaterials 44 riickgeschlossen 
werden . 

Die Vorzugsbahn gemaft Fig. 1 bzw. der modifizierte Bahn- 
Ober f lachenbereich 35 (oder 45) gemaii den Fig. 3 (oder 4) 



konnen einfach Oder mehrfach mit den verschiedensten Geometrien 
auf dem Substrat ausgebildet sein. Im folgenden werden gerade 
Vorzugsbahnen beschrieben. Es sind jedoch bei geeigneter Sub- 
stratstrukturierung auch gekrummte (z.B. kreisf ormige) Vorzugs- 
bahnen moglich. 

Fig. 5 zeigt ein Beispiel ftir eine parallele Ausfuhrung des in 
Fig. 1 erlauterten Grundprinzips mit einer Vielzahl parallel 
verlauf ender , gerader Vorzugsbahnen . 

Auf einem Substrat 51, das z.B. aus Glas, Silizium oder Kunst- 
stoff bestehen kann, sind die Zelladhasion unterbindende Mate- 
ialien 52 aufgebracht. 

Dadurch entstehen eine Vielzahl von Bahnen 57 (Bahn-Ober- 
f lachenbereiche) , auf denen sich Zellen adharent bewegen kon- 
nen. Die Bahnen 57 reichen von Eingangsdepots 53 uber Oberfla- 
chenf elder 55 bis hin zu Ausgangsdepots 58. Die Oberflachenf el- 
der 55 sind so behandelt, dafl bevorzugt Zellspuren erzeugt wer- 
den. Erreichen die Zellen die ebenfalls fur die Adhasion prapa- 
rierten Ausgangsdepots 58, so werden sie dort festgehalten bzw. 
entnommen, urn einer Kultivierung, Kryokonservierung oder einer 
anderen Prozedur unterzogen zu werden. Die Analyse der Spur 

ann mit alien gangigen Mikronachweisverf ahren erfolgen (Fluo- 
reszenz, Isotopenmarkierung, Elementanalyse etc.). Die Oberfla- 
chenfelder 55 mit den Zellspuren (nicht dargestellt) sind als 
Segmente der Bahnen 57 als Reihe, jeweils mit dem gleichen Ab- 
stand von dem jeweiligen Eingangsdepot 53 angeordnet. Dies er- 
leichtert die parallele, simultane Auswertung der Zellspuren. 

In Fig. 6 ist eine Substratober f lache in Form eines Mikrosy- 
stems gezeigt, die in ahnlicher Weise in verschiedene Oberfl^- 
chenbereiche kompartiirtentiert wurde, wie das in Fig. 5 der Fall 
ist. Das Substrat besteht hier jedoch entweder aus zwei Teilen 
61a, 61b oder einem Tell mit einer Sollbruchs telle 61c. Auf den 



Feldern 65 hinterlassen die Zellen Spuren. Sind^sie auf ihrer 
Wanderung uber das Substrat in den Ausgangsdepots 68 angekom- 
men, so wird das Teil 61b entfernt oder abgebrochen. Wie im 
linken Teil von Fig. 6 gezeigt ist, befinden sich dann die 
Spuren und Zellen auf jeweils getrennten Substraten 31 und 32, 
so daft sie auf verschiedene Weise weiterbehandelt werden kon- 
nen . 

In Analogie zu diesen Ausfiihrungen lassen sich Oberflachen mit 
weitaus mehr Zellwegen erzeugen, in denen parallel die Spuren 
vieler Zellen so, daft sie eindeutig zuzuordnen sind, erzeugt 
und charakterisiert werden konnen. 

Fig. 7 zeigt eine Substratoberflache, die derart strukturiert 
ist, daft sich zwei Vor zugsbahnen, die fur die Wanderung. der 
Spenderzellen eingerichtet sind, kreuzen. Auf dem Substrat 71 
verlaufen die Bahnen 77a und 77b im wesentlichen senkrecht zu- 
einander. Im Kreuzungsbereich 75 ist eine Oberf lachenmodif izie- 
rung oder -strukturierung zur Forderung des Anhaftens von Zell- 
spuren angebracht, wie sie oben erlautert wurde . Aufterhalb der 
Bahnen 77a bzw. 77b ist das Substrat 71 so strukturiert, daft 
dort keine Zellwanderung stattfindet und keine Zellspuren an- 
haf ten . 

it der in Fig. 7 gezeigten Anordnung lassen sich vorzugsweise 
Wechselwirkungen zwischen ver schiedenen Zellen untersuchen. Es 
kann z.B. vorgesehen sein, daft zunachst die Zelle 76a uber den 
Bereich 75 wandert und dort Zellspuren hinterlaftt. Anschlieftend 
wandert die Zelle 76b uber denselben Bereich 75 mit den vorhan- 
denen Zellspuren. Mit einem optisch-mikroskopischen Verfahren 
oder einem anderen Untersuchungsverf ahren wird danach erfaftt, 
ob die Spuren der ersten Zelle 76a durch die zweite Zelle 76b 
verandert, iiberlagert oder entfernt wurden. Es kann ferner er- 
faftt werden, ob geometrische Korrelationen zwischen den Zell- 
spuren auftreten, d.h. ob die Nachf olgezellen den Spuren der 



Vorgangerzellen folgen oder diese gerade meiden^ Daraus lassen 
sich wiederum zellbasierte Assays fur die Medizin, Biotechnolo 
gie und Pharmazie mit hoher Spezifik entwickeln. Ein Substrat 
mit gekreuzten Bahnen lafit sich wiederum zur Erzielung einer 
Parallelverarbeitung vielfach auf einem gemeinsamen Trager aus 
bilden. 

Die Herstellung eines erf indungsgemafien Substrats erfolgt vor- 
zugsweise derart, dafi zunachst ein Tragermaterial mit einer Be 
schichtung versehen wird, die fur die Zellwanderung und 
-adhasion ungiinstig ist (z.B. stark negativ geladene Molekule) 
nschliefiend wird diese Beschichtung entsprechend dem gewunsch 
en Verlauf der Vorzugsbahnen durch Abtragen strukturiert, so 
dafi das Tragermaterial entsprechend bestimmter geometrischer 
Formen frei liegt, die dann die Vorzugsbahnen bilden. Anschlie 
fiend erfolgt anwendungsabhangig die Segmentierung der Vorzugs- 
bahn, d.h. die Aufbringung einer Strukturierung und/oder Modi- 
fizierung des Tragermarerials zur verstarkten Zelladhasion . 

Die Bahnbreiten sind vcrzugsweise an die charakteristische Aus 
dehnung einer adharier~en Zelle angepalit und betragen rd. 
50 jam. Die Bahnlangen konnen ebenfalls anwendungsabhangig aus- 
gewahlt werden. Sie berragen z.B. 3 bis 4 charakteristische 

elldurchmesser (d.h. rd. 150 bis 200 Mikrometer) bis hin zu 
grolieren Langen im Millimeterbereich . 
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